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 Enzim lipase merupakan enzim golongan hidrolase yang dapat 

menghidrolisis triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Untuk 

meningkatkan kestabilan dan optimalitas penggunaannya, enzim dapat 

diimobilisasi pada padatan yang tidak larut dalam air seperti silika. 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kondisi optimum imobilisasi 

enzim lipase pada silika dari daun kelapa sawit dan mengetahui kemampuan 

penggunaan berulang enzim hasil imobilisasi pada reaksi hidrolisis. Tahapan 

penelitian meliputi produksi enzim, pemurnian enzim fraksinasi amonium sulfat 

dan dialisis, imobilisasi, dan karakterisasi enzim hasil imobilisasi serta penggunaan 

berulang pada reaksi hidrolisis. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa enzim hasil pemurnian memiliki 

aktivitas spesifik sebesar 3484,35 U/mg, lebih tinggi 2,36 kali dibandingkan ekstrak 

kasar enzim yang memiliki aktivitas spesifik sebesar 1474,82 U/mg. Imobilisasi 

meningkatkan kestabilan enzim lipase dengan pH optimum pengikatan pada pH 8 

dan suhu optimum imobilisasi sebesar 45oC, lebih tinggi 5oC dibandingkan enzim 

bebas. Enzim lipase hasil imobilisasi masih dapat mempertahankan aktivitasnya 

sebesar 60,9% setelah tiga kali pengulangan reaksi hidrolisis. 

 

 

Kata kunci: imobilisasi, lipase, Lysinibacillus boronitolerans LKM G1, silika 

daun kelapa sawit
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OPTIMIZATION OF CONDITIONS FOR IMMOBILIZATION OF LIPASE 

ENZYME FROM Lysinibacillus boronitolerans LKM G1 WITH SILICA 

MATRIX FROM PALM OIL LEAVES 
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Lipase enzyme is a hydrolase class enzyme that can hydrolyze triacylglycerol into 

free fatty acids and  glycerol. To increase the stability and optimality of its use, the 

enzyme can be immobilized on water-insoluble solids such as silica. This study 

aims to obtain the optimum conditions for lipase enzyme immobilization on silica 

from palm oil leaves and determine the ability of repeated use of immobilized 

enzymes in hydrolysis reactions. The research stages included enzyme production, 

purification of enzyme by ammonium sulfate fractionation and dialysis, 

immobilization, and characterization of immobilized enzyme and repeated use in 

hydrolysis reaction. The results showed that the purified enzyme had a specific 

activity of 3484,35 U/mg, 2,36 times higher than the crude enzyme extract which 

had a specific activity of 1474,82 U/mg. Immobilization increased the stability of 

lipase enzyme with optimum pH of binding at pH 8 and optimum temperature of 

immobilization at 45oC, 5oC higher than free enzyme. The immobilized lipase 

enzyme can still maintain its activity of 60.9% after three repetitions of the 

hydrolysis reaction. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 
 

 

 

Enzim memainkan peran penting dalam memfasilitasi reaksi kimia. Penggunaan 

enzim sebagai biokatalis dalam berbagai proses pengolahan atau industri 

cenderung memiliki dampak kesehatan dan lingkungan yang lebih baik 

dibandingkan dengan penggunaan katalis kimia. Sebagai molekul biologi alami, 

enzim tidak menimbulkan polusi atau residu berbahaya dan memiliki harga yang 

cukup stabil, tidak seperti beberapa katalis logam. Penggunaan enzim dalam 

industri terus meningkat, mulai dari deterjen, makanan, kulit, kertas, kosmetik, 

farmasi, agrokimia hingga tekstil (Bié et al., 2022). Salah satu enzim yang banyak 

digunakan dalam industri adalah enzim lipase. 

Lipase termasuk dalam kelompok hidrolase yang dapat menghidrolisis 

triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan gliserol. Reaksi ini melibatkan 

pemutusan ikatan ester yang terdapat dalam molekul lemak melalui penambahan 

air. Lipase dapat menghidrolisis ester menjadi asam lemak dan alkohol serta dapat 

berperan dalam reaksi transesterifikasi, di mana trigliserida diubah menjadi 

biodiesel dan gliserol dengan menggunakan alkohol. Lipase dapat dihasilkan dari 

tumbuhan, hewan, dan mikroorganisme. Lipase yang dihasilkan dari mikroba 

cukup banyak dan dapat dilakukan dengan cepat sehingga biaya produksinya lebih 

terjangkau dibandingkan lipase yang berasal dari tumbuhan atau hewan (Khudhair 

et al., 2024). Enzim lipase yang diproduksi dari bakteri banyak digunakan di 

berbagai sektor industri seperti makanan, susu, deterjen, tekstil, kosmetik, dan 

farmasi (Simamora dan Sukmawati, 2020). 
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Lipase dari mikroba telah banyak dilaporkan seperti lipase yang diproduksi dari 

bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan penambahan induser minyak jagung 

memiliki suhu optimum 40oC dan pH optimum 7 digunakan dalam pembuatan 

keju, yogurt, dan produk susu lainnya. Enzim lipase dari Staphylococcus 

epidermidis dengan memanfaatkan substrat p-nitrofenil palmitat memiliki 

aktivitas optimum pada suhu 70oC dan pH optimum 7 (Fatimah, 2021) serta 

digunakan sebagai biokatalis pada makanan, farmasi, kosmetik, dan industri 

deterjen (Hussain et al., 2023). Riset lain telah mengidentifikasi Mucor racemosus 

sebagai penghasil enzim lipase dengan penggunaannya dalam industri keju. Isolat 

Lysinibacillus sphaericus L49a dari limbah lahan kelapa sawit diidentifikasi 

sebagai penghasil lipase dengan aktivitas tertinggi pada penambahan substrat 

minyak zaitun (Sumarsih et al., 2024). Lipase dari Candida antartica digunakan 

dalam sintesis produk kosmetik dan deterjen serta Candida rugosa lipase efektif 

dalam mengkatalisis reaksi seperti hidrolisis metil ester dengan penambahan 

pelarut organik dan transesterifikasi minyak kelapa sawit dengan metanol dan 

etanol (Hussain et al., 2023). 

Potensi enzim lipase untuk penggunaan industri belum sepenuhnya dimanfaatkan 

karena rendahnya stabilitas enzim dalam kondisi operasional yang tinggi, seperti 

masa simpan yang rendah, suhu lingkungan tinggi, pH ekstrem, keberadaan ion 

logam, pelarut atau surfaktan, dan kesulitan dalam daur ulang (Bié et al., 2022). 

Enzim sangat mudah dipengaruhi oleh perubahan kondisi suhu dan pH. Perubahan 

kecil dalam kondisi lingkungan dapat mengubah aktivitas enzim secara signifikan 

sehingga berdampak pada kesehatan dan fungsi seluler enzim. Kontaminasi pada 

kestabilan enzim mungkin terjadi karena kesulitan pemisahan enzim setelah 

digunakan dalam reaksi. Hal ini menyebabkan pemakaian enzim hanya untuk satu 

kali reaksi. Agar dapat digunakan kembali, enzim perlu diikat pada padatan yang 

tidak larut dalam air (Wardoyo dan Kartika, 2017). Kestabilan enzim dapat 

ditingkatkan menggunakan tiga cara yaitu imobilisasi, modifikasi kimia, dan 

mutagenesis terarah. Imobilisasi enzim banyak digunakan hingga saat ini karena 

keunggulannya dalam pemakaian berulang dan produknya tidak terkontaminasi 

oleh enzim (Yandri dan Suhartati, 2018). 
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Imobilisasi dikenal sebagai teknik yang umum digunakan dalam bioteknologi 

untuk menempelkan enzim pada bahan pendukung dan carrier agar enzim berada 

pada posisi tetap selama reaksi berlangsung. Imobilisasi akan meningkatkan 

kinerja dan memperpanjang masa pakai enzim karena terlindungi dari lingkungan 

ekstrem dan memudahkan pemisahan enzim dari produk akhir (Alzahrani et al., 

2024). Pada penelitian ini, imobilisasi enzim lipase dilakukan dengan matriks 

silika dari daun kelapa sawit sebagai carrier imobilisasi.  

Penelitian Nawani et al. (2006) telah mengoptimasi enzim lipase dari Bacillus sp. 

melalui imobilisasi menggunakan matriks silika. Uji aktivitas enzim menunjukkan 

bahwa imobilisasi lipase pada silika meningkatkan kondisi optimum kerja enzim. 

Enzim bebas memiliki suhu optimum 60oC dan pH optimum 8, sedangkan enzim 

hasil imobilisasi menunjukkan suhu optimum 65oC dan pH optimum 8,5. Enzim 

hasil imobilisasi tetap aktif hingga 20 kali siklus penggunaan berulang dengan 

aktivitas sisa sebesar 58%. Lipase hasil imobilisasi pada matriks silika 

menunjukkan efektivitas yang sangat tinggi pada siklus pertama dengan aktivitas 

relatif 100%, namun pada penggunaan kedua hingga ke-20 terjadi penurunan 

aktivitas enzim. Penurunan aktivitas ini disebabkan oleh terputusnya ikatan Van 

der Waals antara gugus hidrofobik enzim dan matriks silika. 

Silika yang berasal dari bahan alam memiliki potensi yang besar untuk 

dikembangkan sebagai matriks imobilisasi karena ramah lingkungan dan tersedia 

melimpah. Beberapa sumber biomassa diketahui mengandung silika dalam kadar 

tinggi, seperti abu sekam padi sebesar 87-97% (AbuKhadra et al., 2020), daun 

bambu sebesar 74% (Moraes et al., 2019), jerami gandum sebesar 86% 

(Hernandez-Martínez et al., 2020), bagas tebu sebesar 88% (Norsuraya et al., 

2016), dan daun kelapa sawit yang dilaporkan mengandung hingga 95,20% silika 

(Onoja et al., 2017). 

Daun pohon kelapa sawit secara khusus menjadi sumber silika terbaru yang 

menjanjikan karena kandungan silika yang relatif tinggi. Sebanyak 76% silika 

ditemukan di dalam abu buangan kelapa sawit dan sebanyak 46,0% di dalam abu 

kelapa sawit (Wong et al., 2020). Daun kelapa sawit mengandung selulosa, 

hemiselulosa, lignin, dan tiga komponen utama yaitu Ca (39,20%), K (22,10%) 
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dan Si (19,20%) untuk abu sampel yang tidak diolah (Onoja et al., 2017). 

Menurut Onoja et al. (2018) silika banyak dipilih sebagai matriks imobilisasi 

enzim karena memiliki stabilitas termal yang tinggi dan pori-pori silika 

memungkinkan penyerapan enzim secara efisien.  

Penelitian Yudha et al. (2020) telah melaporkan daun kelapa sawit sebagai sumber 

potensial SiO2. Silika dari daun kelapa sawit yang dihasilkan memiliki ukuran 325 

mesh dan telah dimanfaatkan sebagai material pendukung untuk sintesis seperti 

TiO2-SiO2, CaSiO3, borosilikat, komposit polianilin-silika, CeO2-SiO2, bismut 

silikat, komposit perak-silika, dan oksida besi-silika. Silika dari daun kelapa sawit 

ini belum dimanfaatkan sebagai matriks imobilisasi enzim khususnya enzim 

lipase. 

Penelitian Jacob and Wahab (2022) telah memanfaatkan silika yang diekstrak dari 

daun kelapa sawit sebagai matriks imobilisasi untuk enzim lipase Candida 

rugosa. Silika dari daun kelapa sawit dipilih karena sifatnya yang amorf, luas 

permukaan yang tinggi, dan keberadaan gugus silanol yang reaktif sehingga 

memungkinkan interaksi dengan enzim melalui ikatan kimia. Hasil penelitian 

menunjukkan bahwa matriks silika dari daun kelapa sawit mampu meningkatkan 

efisiensi imobilisasi hingga 72,34% dengan aktivitas spesifik enzim lipase 

mencapai 56,77 μmol/min/g lebih tinggi dibandingkan dengan enzim bebas yang 

hanya mencapai 39,74 μmol/min/g. 

Penelitian Onoja et al. (2018) telah mengekstraksi silika dari daun kelapa sawit 

yang digunakan sebagai bahan pendukung imobilisasi enzim Candida rugosa 

lipase (CRL). CRL berhasil diimobilisasi ke dalam pendukung silika dengan 

modifikasi agen pengikat glutaraldehida sebagai pengikat silang pada matriks 

silika daun kelapa sawit. Hasil penelitian menunjukkan silika dari daun kelapa 

sawit berpotensi sebagai pembawa (carrier) untuk imobilisasi CRL dan berperan 

sebagai pengganti sumber silika konvensional. CRL hasil imobilisasi 

menunjukkan stabilitas operasional yang diperpanjang oleh retensi aktivitas 

sebesar 50% bahkan setelah 17 siklus esterifikasi berturut-turut. Penelitian ini 

akan digunakan sebagai dasar acuan dalam imobilisasi enzim lipase menggunakan 

matriks silika dari daun kelapa sawit. 
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Bakteri isolat lokal L. boronitolerans LKM G1 merupakan bakteri yang diisolasi 

dari fase mesofilik dalam proses pengomposan limbah domestik pada suhu 37oC 

(Fransiska, 2019). Lipase yang diproduksi dari bakteri L. boronitolerans LKM G1 

telah dikarakteristik meliputi pH, suhu, pengaruh penambahan pelarut organik, 

dan ion logam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lipase dari L. boronitolerans 

LKM G1 memiliki kondisi optimum pada pH 6 dan suhu 40oC. Aktivitas lipase 

meningkat pada penambahan pelarut n-heksana namun aktivitasnya menurun pada 

penambahan metanol dan benzena serta aktivitas lipase meningkat dengan 

penambahan ion logam Ba2+ dan Al3+ namun aktivitasnya menurun pada 

penambahan ion logam Na+, K+, Mg2+, dan Fe3+ (Nurhasanah et al., 2023). 

Penelitian Sari (2023) telah meneliti kestabilan lipase dari L. boronitolerans LKM 

G1 terhadap variasi pH, suhu, dan pelarut organik yang menunjukkan hasil pada 

variasi pelarut organik benzena, butanol, etil asetat, heksana, kloroform, dan 

metanol stabil pada waktu inkubasi 15-30 menit. Enzim lipase dari isolat lokal 

bakteri L. boronitolerans LKM G1 relatif stabil pada pH 6, suhu 40oC, dan pelarut 

heksana. Namun peningkatan aktivitas lipase melalui imobilisasi enzim 

menggunakan matriks silika dari daun kelapa sawit dan penentuan kondisi 

optimum lipase imobil belum dipelajari. Berdasarkan latar belakang, penelitian ini 

dilakukan untuk mempelajari kemampuan matriks silika dari daun kelapa sawit 

sebagai pendukung imobilisasi enzim lipase yang diproduksi dari bakteri L. 

boronitolerans LKM G1 serta mengkaji penentuan kondisi optimum proses 

imobilisasi enzim lipase dengan variasi pH dan suhu. 
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1.2. Tujuan Penelitian 
 

 

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan enzim lipase dari L. boronitolerans LKM G1. 

2. Mendapatkan kondisi optimum proses imobilisasi enzim lipase dari L. 

boronitolerans LKM G1 dengan matriks silika dari daun kelapa sawit 

meliputi pH dan suhu optimum. 

3. Mengetahui aktivitas enzim lipase hasil imobilisasi. 

4. Mengetahui kemampuan enzim lipase hasil imobilisasi untuk digunakan 

secara berulang pada reaksi hidrolisis. 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 
 

 

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai kemampuan 

matriks silika dari daun kelapa sawit dalam meningkatkan kestabilan enzim lipase 

yang diproduksi dari L. boronitolerans LKM G1 melalui metode imobilisasi 

sehingga enzim dapat digunakan secara berulang.



 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Enzim 
 

 

 

Enzim merupakan makromolekul yang memiliki aktivitas katalitik yang dapat 

menunjukkan spesifisitas, selektivitas, dan laju reaksi tinggi pada kondisi 

lingkungan yang tidak ekstrem sehingga banyak digunakan dalam berbagai 

bidang industri. Enzim atau biokatalis telah diterima secara luas di berbagai sektor 

karena sifatnya yang ramah lingkungan, proses produksi yang mudah, dan 

kemampuannya untuk bekerja secara spesifik pada substrat tertentu. Enzim dapat 

menurunkan energi aktivasi untuk terjadinya reaksi sehingga membuat 

keberlangsungan reaksi menjadi lebih mudah dan cepat. Enzim bersifat spesifik 

sehingga enzim hanya dapat bekerja terhadap substrat tertentu. Hal ini membuat 

enzim berbeda dengan katalis lain (non-enzimatis) yang dapat bekerja pada 

berbagai reaksi (Wening dan Herdyastuti, 2021). 

 

 

 

2.1.1. Mekanisme Kerja Enzim 
 

 

 

a. Lock and Key 

 

Metode lock and key dikemukakan oleh Emil Fischer di mana terdapat kesesuaian 

bentuk yang sangat spesifik antara struktur substrat dengan geometri sisi aktif 

enzim, layaknya kunci yang hanya dapat membuka gembok tertentu seperti pada 

Gambar 1. Model ini menjelaskan sifat spesifisitas enzim yang sangat tinggi, di 

mana hanya substrat dengan bentuk yang tepat yang dapat masuk dan berikatan 
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dengan sisi aktif enzim. Perubahan bentuk enzim sekecil apapun dapat 

menyebabkan ketidaksesuaian bentuk sehingga substrat tidak dapat masuk ke sisi 

aktif dan reaksi tidak berlangsung (Ischak dkk., 2017). 

 

 

 
Gambar 1. Model lock and key (Ischak dkk., 2017) 

 

 

b. Induced Fit 

 

Metode induced fit dikemukakan oleh Daniel Koshland di mana sisi aktif enzim 

bukan struktur yang kaku, melainkan fleksibel dan mampu mengalami perubahan 

konformasi ketika substrat mulai mendekat dan berinteraksi seperti pada Gambar 

2. Proses ini memungkinkan sisi aktif menyesuaikan bentuknya untuk 

membungkus atau mengakomodasi substrat dengan lebih baik, sehingga terjadi 

kecocokan yang optimal untuk pembentukan kompleks enzim-substrat. Perubahan 

konformasi ini meningkatkan kestabilan ikatan dan efisiensi katalitik enzim, serta 

menjelaskan mengapa beberapa enzim dapat bekerja pada substrat yang memiliki 

bentuk serupa namun tidak identik (Ischak dkk., 2017). 

 

 

Gambar 2. Model induced fit (Ischak dkk., 2017) 

Substrat 

+ 

Enzim 

Kompleks 

Substrat-enzim 

Substrat 

Enzim Kompleks 

enzim-substrat 
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2.1.2. Faktor yang Mempengaruhi Kerja Enzim 
 

 

 

Menurut Ishack dkk (2017) aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, 

yaitu: 

a. Suhu 

Pada suhu rendah, aktivitas enzim cenderung lambat karena pergerakan molekul 

yang lebih lambat. Apabila terjadi kenaikan suhu di atas suhu optimum, enzim 

akan terdenaturasi di mana situs aktif enzim akan terganggu dan kecepatan reaksi 

akan menurun. 

 

 

b. pH 

Enzim dapat berbentuk ion positif, ion negatif, atau ion bermuatan ganda (zwitter 

ion). Sebagian besar enzim hanya beroperasi secara efektif dalam rentang pH 

terbatas. Umumnya, pH optimum enzim sesuai dengan kondisi pH yang umumnya 

ditemui di lingkungan sekitar enzim. 

 

 

c. Konsentrasi Enzim 

Konsentrasi enzim mempengaruhi kecepatan suatu reaksi yang dikatalisis enzim. 

Bertambahnya kecepatan reaksi seiring dengan bertambahnya konsentrasi enzim 

pada konsentrasi substrat tertentu.  

 

 

d. Konsentrasi Substrat 

Konsentrasi substrat berhubungan dengan situs aktif enzim. Pada konsentrasi 

substrat rendah, situs aktif enzim hanya menampung sedikit substrat sehingga 

kecepatan reaksi akan kecil. Bertambahnya konsentrasi substrat menyebabkan 

makin besar kecepatan reaksi hingga tercapainya kondisi optimum.  
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e. Inhibitor 

Adanya inhibisi dalam reaksi yang menggunakan enzim sebagai katalis akan 

menghambat pembentukan kompleks enzim-substrat (ES). Ion atau molekul yang 

menghambat reaksi dinamakan inhibitor. Hambatan oleh inhibitor dapat berupa 

hambatan reversibel atau hambatan tidak reversibel. Hambatan reversibel dapat 

berupa hambatan bersaing (competitive inhibition) yang disebabkan karena adanya 

molekul yang mirip dengan substrat dan dapat membentuk kompleks enzim-

inhibitor (EI). Selain itu, hambatan reversibel juga dapat berupa hambatan tak 

bersaing (non competitive inhibition) yang tidak dipengaruhi oleh besarnya 

konsentrasi substrat dan inhibitor. Aktivitas ini terjadi di luar sisi aktif sehingga 

inhibitor bergabung dengan enzim bebas. Hambatan tidak reversibel terjadi karena 

reaksi antara inhibitor dengan bagian tertentu enzim tidak reversibel sehingga 

enzim mengalami perubahan bentuk. Dengan demikian, aktivitas katalitik enzim 

akan berkurang. 

 

 

 

2.2. Enzim Lipase 
 

 

 

Lipase (triacylglycerol acyl hydrolase EC 3.1.1.3) merupakan enzim golongan 

hidrolase yang mampu memecah triasilgliserol menjadi asam lemak bebas dan 

gliserol (Mazhar et al., 2023). Enzim lipase banyak ditemukan dalam hewan, 

mikroorganisme, dan tumbuhan. Menurut Hussain et al. (2023) enzim lipase 

dikelompokkan berdasarkan sumbernya yaitu lipase dari tanaman, hewan, dan 

mikroba. Lipase tanaman melimpah dalam biji-bijian seperti almond, bunga 

matahari, biji gandum, sorgum, kelapa, jagung, dan wijen karena mengandung 

triasilgliserol dengan konsentrasi tinggi. Lipase yang diproduksi oleh sel hewan, 

dimanfaatkan untuk mencerna lemak dan lipid. Lipase pankreas banyak 

digunakan sebagai media penelitian kimia lipid dan biokimia, menunjukkan 

katalisis efisien dalam hidrolisis ester. Lipase mikroba yang berasal dari bakteri, 

jamur, dan ragi banyak dimanfaatkan dalam industri karena kemudahan produksi 

dan kemampuan adaptasi. Lipase bakteri dapat ditemukan pada beberapa bagian 
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sel, seperti ekstraseluler, intraseluler, atau terikat pada membran. Lipase bakteri 

banyak diperoleh dari bakteri Bacillus, Staphylococcus, Lysinibacillus, dan 

Pseudomonas. Lipase jamur dapat mengkatalisis berbagai reaksi seperti 

alkoholisis, asidolisis, deasetilasi, etanolisis, esterifikasi, dan saponifikasi. Lipase 

ragi dihasilkan dari Candida antartica, Candida rugosa, Candida utilis, dan 

Saccharomyces sp. dapat dimanfaatkan dalam transesterifikasi minyak kelapa 

sawit, produksi farmasi melalui asilasi dan alkoholisis, sintesis kosmetik dan 

deterjen melalui asidolisis minyak mentega dan asil gliserol. 

 

Enzim lipase termasuk biokatalis yang banyak digunakan dalam bioteknologi dan 

bidang industri meliputi farmasi, oleokimia, kertas, produksi biodiesel, pembuatan 

deterjen, industri makanan, minuman, dan pertanian (Fatimah, 2021). 

Kemampuan-kemampuan tersebut membuat lipase menarik untuk digunakan 

secara komersial. Proses katalisis reaksi tidak memerlukan kofaktor sehingga 

mudah diimobilisasi pada matriks yang berbeda (Sholeha dan Agustini, 2021). 

Menurut Fatimah (2021) lipase terlibat dalam reaksi konversi seperti, alkoholisis, 

aminolisis, asidolisis, esterifikasi, dan transesterifikasi yang terjadi dalam media 

berair dan pelarut organik. Aktivitas enzim lipase setiap satu unit per mL (U/mL) 

dapat membebaskan 1 µmol asam lemak bebas per menit. Aktivitas enzim lipase 

pada kondisi optimum diukur berdasarkan aktivitas enzimatik pada modifikasi 

suhu dan pH. Beberapa cara untuk menentukan aktivitas enzim meliputi metode 

interfacial, konduktometri, kromatografi, spektrofotometri, tensiometri, dan 

titrimetri. 

Lipase bersifat termolabil, artinya enzim ini rentan terhadap suhu tinggi dan 

memerlukan kondisi suhu yang tepat agar dapat bekerja dengan baik dan 

menghasilkan produk yang optimal. Suhu reaksi yang terlalu tinggi dapat 

mendenaturasi struktur protein lipase. Sifat spesifik dan selektivitas lipase 

menunjukkan kemampuan efisiennya dalam mengkatalisis hidrolisis lemak 

menjadi asam lemak dan gliserol yang terlihat pada Gambar 3. Trigliserida terdiri 

dari satu molekul gliserol yang terikat dengan tiga molekul asam lemak melalui 

ikatan ester. Lipase memiliki situs aktif yang spesifik untuk substrat lemak seperti 

trigliserida sehingga ikatan ester dapat dihidrolisis (Sholeha dan Agustini, 2021). 
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Trigliserida            Air     Gliserol        Asam Lemak 

Gambar 3. Reaksi hidrolisis oleh enzim lipase (Sholeha dan Agustini, 2021) 
 

 

 

Lipase dari berbagai sumber telah diteliti untuk mengetahui kemampuannya 

dalam mengubah lipid menjadi biodiesel melalui imobilisasi enzim. Proses 

transesterifikasi melibatkan pemecahan trigliserida melalui reaksi hidrolisis. 

Namun, apabila terdapat alkohol dalam jumlah berlebih, lipase akan mengenali 

alkohol sebagai substrat yang menyebabkan lipase mengubah lipid menjadi 

biodiesel. Reaksi transesterifikasi yang dikatalisis lipase dapat dilihat pada 

Gambar 4 (Gumba et al., 2016). 

 
 

 
    Trigliserida   Alkohol    Asam Lemak Ester       Gliserol 

              (Biodiesel) 

Gambar 4. Reaksi transesterifikasi oleh enzim lipase (Gumba et al., 2016) 

 

 

 

Lipase komersial memiliki harga yang tinggi karena proses produksinya sulit dan 

membutuhkan waktu yang cukup lama. Produksi lipase dengan harga yang lebih 

murah dapat dilakukan dengan memfermentasikan mikroba tertentu yang mampu 

menghasilkan enzim lipase (Hussain et al., 2023). 
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2.3. Bakteri 
 

 

 

Bakteri adalah organisme uniseluler yang tidak memiliki klorofil dan berkembang 

biak secara aseksual melalui pembelahan sel atau biner. Bakteri dapat hidup 

secara bebas, parasitik, saprofitik, atau menjadi patogen pada manusia, tumbuhan, 

dan hewan. Habitat bakteri sangat luas di alam, meliputi tanah, lumpur, dan 

lautan, serta lingkungan ekstrem seperti sumber air panas dan lingkungan dengan 

salinitas tinggi. Bakteri umumnya memiliki bentuk dasar bulat (kokus), batang 

(basil), dan lengkung (spiral) dengan ukuran rata-rata antara 0,5 hingga 10 µm. 

Meskipun berukuran kecil, bakteri memiliki peran yang sangat penting dalam 

ekosistem. Bakteri juga memiliki kemampuan untuk membentuk spora sebagai 

respons terhadap kondisi lingkungan yang memungkinkan bakteri bertahan dalam 

keadaan ekstrem. Pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu 

suhu, derajat keasaman (pH), oksigen, nutrisi, cahaya, kelembaban, dan tekanan 

osmotik (Suryani dan Taupiqurrahman, 2021).  

 

 
 

2.3.1. L. boronitolerans 
 

 

 

Menurut Jamal and Ahmad (2022) Lysinibacillus secara umum ditemukan sebagai 

basil (batang) membentuk spora, berwarna putih atau putih krem, dan merupakan 

basil Gram positif yang masuk ke dalam filum Firmicutes dan famili Bacillaceae. 

Lysinibacillus memiliki potensi antimikroba termasuk antibiotik peptida dan 

bakteriosin. Lysinibacillus banyak dimanfaatkan sebagai agen untuk produk 

mikroba karena kemampuannya dalam membentuk endospora, yang 

memungkinkan bakteri bertahan dalam kondisi ekstrem. Lysinibacillus memiliki 

pH perkembangan maksimum pada pH 6-10 dengan pertumbuhan tertinggi antara 

pH 6 dan pH 8. Lysinibacillus dapat tumbuh dengan baik pada suhu antara 30-

37oC, cukup baik antara 20-40oC, dan pertumbuhan paling sedikit pada suhu di 

bawah 20oC dan di atas 40oC. 
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L. boronitolerans memiliki panjang sel 3.0-5.0 µm dan diameter 0.8-1.5 µm. 

Koloni bakteri ini berbentuk lingkaran datar, buram, memiliki diameter 2-3 mm 

setelah 2 hari tumbuh di media NA pada suhu 37oC. L. boronitolerans dapat 

tumbuh pada suhu 16-45oC dengan suhu optimumnya pada 37oC, dan tidak 

tumbuh pada suhu di atas 50oC serta sedikit tumbuh pada suhu 16oC setelah 

ditumbuhkan beberapa hari. pH pertumbuhan optimal pada pH 7,0-8,0 dengan 

pertumbuhan awal yang paling cepat pada pH 7,5 tetapi tidak tumbuh pada pH 5. 

L. boronitolerans dapat menoleransi boron antara 0-100 mM dalam media agar, 

dengan pertumbuhan optimal tanpa adanya boron. Pada konsentrasi 150 mM 

boron, bakteri ini masih menunjukkan pertumbuhan meskipun terbatas setelah 2 

hari inkubasi (Ahmed et al., 2007). 

 

 

 

2.4. Imobilisasi 
 

 

 

Imobilisasi enzim merupakan metode peningkatan kestabilan enzim di mana 

enzim dipasangkan dengan bahan pendukung atau pembawa (carrier) sehingga 

menciptakan sistem imobilisasi yang heterogen. Metode ini membuat enzim dapat 

digunakan secara berkelanjutan karena mudahnya pemisahan enzim dari produk, 

sehingga reaksi lebih mudah terkontrol. Imobilisasi enzim dapat meningkatkan 

spesifisitas, selektivitas, penyimpanan, dan stabilitas enzim terhadap panas, 

pelarut organik, dan pH yang ekstrem dibandingkan dengan enzim lipase bebas 

sehingga menjadi metode yang tepat agar lipase dapat digunakan secara efektif 

dalam industri (Alzahrani et al., 2024).  

Adanya interaksi kimia atau fisik dengan bahan pendukung pada imobilisasi 

menyebabkan enzim tidak dapat bergerak bebas. Penggunaan bahan pendukung 

harus sesuai dengan metode imobilisasi dan aplikasi enzim yang diinginkan. 

Bahan pendukung imobilisasi terbagi menjadi dua jenis yaitu alam (organik) dan 

sintetis (anorganik). Bahan pendukung organik termasuk polistirena, protein, 

karagenan, polisakarida, dan polimer lainnya sedangkan bahan pendukung 
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anorganik yaitu mineral alam seperti silika, bentonit, kalsium alginat, dan karbon 

aktif (Wening dan Herdyastuti, 2021).  

Untuk memastikan penggunaannya yang efisien dan hemat biaya, enzim perlu 

distabilkan agar dapat digunakan secara berulang. Kestabilan enzim dipelajari 

dengan menentukan waktu paruh enzim, yaitu waktu yang dibutuhkan enzim 

dalam pengurangan aktivitas hingga setengah dari aktivitas awalnya (Alzahrani et 

al., 2024). Untuk meningkatkan stabilitas enzim, dapat dilakukan tiga cara yaitu 

imobilisasi, modifikasi kimia, dan mutagenesis terarah. Enzim imobil dapat 

digunakan berulang kali karena stabilitas enzim meningkat, produk tidak 

terkontaminasi oleh enzim, dapat digunakan untuk analisis, dan memudahkan 

proses pengendalian reaksi (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

 

 

2.4.1 Faktor yang Mempengaruhi Imobilisasi 
 

 

 

Metode imobilisasi dan bahan pembawa penting dalam imobilisasi enzim karena 

berperan dalam menentukan efesiensi, stabilitas, dan aktivitas enzim imobil. 

Menurut Zhang et al. (2013) terdapat beberapa faktor penting yang 

mempengaruhi imobilisasi enzim yang dijelaskan sebagai berikut: 

 

 

a. Pengaruh Metode Imobilisasi 

Metode imobilisasi telah banyak dikembangkan untuk imobilisasi enzim dengan 

kelebihan dan kekurangan pada masing-masing metode. Pemilihan metode 

imobilisasi sangat mempengaruhi beberapa aspek penting dari kinerja enzim 

seperti aktivitas enzim, stabilitas enzim, pemakaian berulang enzim, 

kompatibilitasnya dengan lingkungan tertentu, dan efisiensi enzim dalam waktu 

yang lebih lama.  
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b. Pengaruh Pembawa (Carrier) Imobilisasi 

Bahan pembawa imobilisasi bersifat harus tersedia, tidak beracun, dan memiliki 

kompatibilitas biologis yang baik untuk enzim karena bahan pembawa akan 

menjadi bagian dari enzim yang diimobilisasi sehingga sifat dan strukturnya 

sangat mempengaruhi sifat enzimatik. Beberapa bahan polimer alami seperti kitin, 

kitosan, pati, dan selulosa, bahan polimer sintetis seperti makroporus 

poliakrilamida dan polistirena serta material anorganik seperti silika, zeolit, 

nanopartikel magnetik 𝛾-Fe2O3, titanium dioksida (TiO2), alumina (Al2O3), 

magnetit (Fe3O4), borosilikat, dan karbon aktif telah banyak digunakan sebagai 

pembawa imobilisasi. 

 

 

c. Pengaruh Pemuatan Enzim 

Pemuatan enzim yang berlebihan seringkali menyebabkan interaksi antara 

molekul protein kurang maksimal dan mengganggu fleksibilitas konformasi 

enzim. Hal ini dapat menghambat interaksi enzim dan dapat menginaktivasi 

enzim sehingga kemampuan enzim dalam menangkap molekul substrat dan 

melepaskan molekul produk tidak optimal, terutama dalam kondisi di mana enzim 

berada dalam kepadatan yang tinggi. 

 

 

 

2.4.2 Teknik Imobilisasi 
 

 

 

Teknik imobilisasi enzim terbagi menjadi dua yaitu imobilisasi secara fisika dan 

kimia. Imobilisasi secara fisika terdiri dari metode adsorpsi, penjebakan 

(entrapment), dan mikroenkapsulasi. Imobilisasi secara kimia terdiri dari metode 

ikatan kovalen, ikatan silang (cross-linking), dan ikatan ion. 
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1. Metode Fisika 

a. Adsorpsi 

Metode adsorpsi melibatkan pengikatan enzim pada bahan pendukung padat 

melalui interaksi lemah seperti gaya Van der Waals, ikatan hidrogen, dan interaksi 

hidrofobik. Enzim akan menempel pada permukaan bahan pendukung tanpa 

membentuk ikatan kovalen yang kuat (Alzahrani et al., 2024). Matriks yang 

digunakan yaitu alumina, keramik, karbon aktif, bentonit, kaolin, kitosan, kaca 

berpori, selulosa, pati, gelatin, dan dekstran (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

 

b. Penjebakan (Entrapment) 

Metode penjebakan (entrapment) merupakan metode imobilisasi irreversible yang 

menyebabkan enzim terjebak secara fisik dalam jaringan polimer dengan jumlah 

yang terbatas. Pada metode ini, kemungkinan kebocoran dan keterbatasan transfer 

massa menjadi kekurangan yang signifikan dari metode entrapment. Kelebihan 

metode entrapment yaitu suhu pemrosesan relatif rendah, tidak melibatkan 

modifikasi kimia sehingga aktivitas enzim tetap terjaga, kemurniannya tinggi, dan 

enzim yang dibutuhkan sedikit. Bahan pendukung yang umum digunakan dalam 

metode ini yaitu alginat, gelatin, karagenan, kolagen, poliakrilamida, PVA, dan 

polimer lainnya (Wening dan Herdyastuti, 2021). 

 

 

 

c. Mikroenkapsulasi 

Metode mikroenkapsulasi melibatkan pengikatan enzim pada membran semi 

permeabel sehingga tidak menggerakkan enzim. Membran semi permeabel dapat 

bersifat permanen maupun non-permanen berdasarkan komponennya. Membran 

permanen terbuat dari polistiren dan selulosa nitrat sedangkan membran non-

permanen terbuat dari surfaktan cair (Yandri dan Suhartati, 2018). 
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2. Metode Kimia 

a. Ikatan Silang (Cross-Linking) 

Metode cross-linking (pengikatan silang) melibatkan ikatan kovalen antara enzim 

dengan bahan pendukung. Umumnya teknik imobilisasi ini melibatkan dua 

langkah, yaitu pengendapan enzim dan pengikatan silang. Enzim diendapkan 

dalam endapan seperti amonium sulfat, etanol, tert-butanol, aseton, asetonitril, 

glikol, dan isopranol. Setelah itu enzim diikat silang untuk membentuk agregat 

atau kristal enzim dengan ikatan silang CLEA (cross linking enzyme aggregate) 

dan CLEC (cross linking enzyme crystal). CLEA diperoleh dari pengendapan dan 

agregasi ikat silang akibat penambahan pelarut organik, asam, garam, atau 

polimer non ionik. CLEC diperoleh dari protein yang mengkristal (Wening dan 

Herdyastuti, 2021). Contoh pengikat silang yaitu polietilena, benzoquinone, 

carbodiimide, dextran-polyaldehyde, dan glutaraldehyde. Namun, kelemahan 

metode ini adalah mudahnya enzim terdenaturasi selama pengendapan karena 

tidak semua enzim tahan terhadap pelarut (Alzahrani et al., 2024). 

 

 

 

b. Ikatan Kovalen 

Molekul enzim berikatan langsung dengan gugus reaktif seperti gugus amida, 

hidroksil, karboksil, dan amino yang ada pada matriks. Metode ini umumnya 

menggunakan matriks berupa bahan alam seperti Sephadex, Sepharosa, kaca, dan 

Agarosa atau senyawa sintetis seperti stirena, akrilamida, dan asam metakrilat. 

Asam amino yang terlibat pada metode ini tidak berperan pada pusat maupun sisi 

aktif enzim sehingga meminimalkan perubahan konformasi struktur tiga dimensi 

enzim dan membantu meningkatkan kestabilan enzim imobil terhadap kondisi 

kimia dan fisik yang ekstrem (Yandri dan Suhartati, 2018).  
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c. Ikatan Ionik 

Besarnya jumlah enzim yang terikat pada matriks dipengaruhi oleh tingginya 

kerapatan muatan permukaan pada matriks. Metode imobilisasi ini melibatkan 

interaksi ionik antara molekul enzim dengan matriks dan tidak jauh berbeda 

dengan metode adsorpsi fisik. Enzim yang terikat melalui interaksi ionik selama 

imobilisasi bergantung pada konsentrasi enzim, pH, dan suhu. Matriks yang 

umum digunakan yaitu polimer sintetis (polietilena, polistirena, dan vinilalkohol), 

turunan polisakarida (dekstran, dietilaminoetilselulosa, karboksimetilselulosa, dan 

kitosan), dan bahan anorganik (alumina, amberlite, bentonit, sepiolet, silika gel, 

dan silikat) (Yandri dan Suhartati, 2018). 

 

 

 

 

2.5. Silika 
 

Silika (SiO₂) merupakan senyawa anorganik yang terdiri dari satu atom silikon 

(Si) dan dua atom oksigen (O). Di alam, silika dapat ditemukan dalam bentuk 

amorf maupun kristalin, yang perbedaannya ditentukan oleh keteraturan susunan 

atomiknya. Bentuk amorf memiliki struktur tidak teratur dan tidak menunjukkan 

pola difraksi khas, sedangkan bentuk kristalin seperti kuarsa, tridimit, dan 

kristobalit menunjukkan keteraturan tinggi dalam struktur internalnya (Hasanah et 

al., 2022). Struktur dasar silika tersusun atas unit tetrahedral SiO₄, di mana satu 

atom silikon berada di pusat dan dikelilingi oleh empat atom oksigen yang 

membentuk ikatan kovalen dan dapat dilihat pada Gambar 5. 

 

 

Gambar 5. Stuktur tetrahedral silika (Dizaji et al., 2022) 



20 

 

Gambar 5 menunjukkan bahwa struktur tersebut merupakan unit dasar pembentuk 

jaringan tiga dimensi silika, baik dalam bentuk kristalin maupun amorf. Menurut 

Dizaji et al. (2022), dalam fase padat, unit-unit tetrahedral ini saling terhubung 

melalui atom oksigen bersama (bridging oxygen), sehingga dapat membentuk 

rantai, lapisan, atau kerangka tiga dimensi tergantung pada fase kristalnya. Silika 

juga dikenal memiliki stabilitas kimia yang tinggi, tidak larut dalam air dan 

sebagian besar pelarut asam, kecuali asam fluorida. Silika memiliki luas 

permukaan spesifik yang besar, terutama dalam bentuk amorf, sehingga banyak 

digunakan sebagai bahan adsorben, pendukung katalis, dan bahan fungsional 

lainnya. 

 

 

 

2.5.1. Sumber Biogenik Silika 

 
 
 

Biogenik silika adalah silika yang diperoleh dari biomassa atau limbah hayati 

yang mengandung kandungan silika alami. Sumber ini biasanya berasal dari 

bagian tumbuhan yang mampu menyerap silika dari tanah dan mengendapkannya 

di jaringan seluler, seperti daun, batang, dan sekam. Menurut Nugroho dan Yudha 

(2024) biogenik silika dapat diperoleh dari berbagai jenis biomassa, yang dapat 

dikelompokkan berdasarkan asalnya sebagai berikut: 

 

a. Sekam Padi 

Sekam padi merupakan limbah pertanian dari industri penggilingan padi dan 

memiliki kandungan silika yang tinggi. Sekitar 15% hingga 28% dari berat sekam 

padi terdiri atas silika. Setelah proses pembakaran menghasilkan abu sekam padi, 

kandungan silikanya meningkat secara signifikan, yaitu antara 87% hingga 97% 

dari berat kering. Kandungan silika yang tinggi ini menjadikan sekam padi 

sebagai salah satu sumber silika biogenik paling umum dan banyak diteliti, 

terutama karena keberadaannya yang melimpah di negara-negara penghasil beras 

seperti Indonesia, India, dan Tiongkok. 
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b. Salak 

Kulit dan daun salak merupakan produk samping dari industri buah lokal yang 

ternyata juga memiliki kandungan silika tinggi. Kulit buah salak mengandung 

silikon sebesar 20,36%, disertai dengan unsur karbon (55,73%) dan oksigen 

(23,28%), serta unsur minor seperti klorin dan kalium. Sementara itu, pada daun 

salak, kandungan silika yang terdeteksi bahkan lebih tinggi, mencapai 98,7%, 

menjadikannya salah satu kandidat sumber silika biogenik yang sangat murni dan 

bernilai tinggi. 

 

c. Bagas Tebu 

Bagas tebu atau ampas tebu merupakan residu dari proses industri gula dan 

bioetanol. Bahan ini juga kaya akan kandungan silika. Abu hasil pembakaran 

bagas tebu mengandung silika sekitar 43% hingga 52% dari berat kering. Dengan 

perlakuan kimia sederhana, seperti pencucian menggunakan asam klorida (HCl), 

kandungan silika dalam abu bagas tebu dapat dimurnikan hingga mencapai lebih 

dari 95%. Proses pencucian dapat dilakukan baik sebelum maupun sesudah 

kalsinasi untuk menghilangkan pengotor logam atau senyawa lain yang 

menurunkan kemurnian silika. 

 

d. Daun Bambu 

Daun bambu juga dikenal sebagai salah satu sumber silika biogenik yang 

menjanjikan. Setelah mengalami proses kalsinasi, abu daun bambu dapat 

mengandung silika sekitar 70%. Kandungan ini dapat ditingkatkan lebih lanjut 

dengan perlakuan pencucian menggunakan HCl sebelum kalsinasi, yang berfungsi 

untuk menghilangkan senyawa organik dan mineral pengganggu lainnya. Selain 

kandungannya yang tinggi, kelebihan bambu adalah pertumbuhannya yang cepat 

dan penyebarannya luas. Terdapat lebih dari 125 spesies bambu yang tersebar di 

seluruh wilayah Indonesia, menjadikan daun bambu sebagai sumber biomassa 

yang sangat potensial. 
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e. Kelapa Sawit 

Kelapa sawit, sebagai salah satu komoditas utama di Indonesia, menghasilkan 

berbagai limbah pertanian yang potensial sebagai sumber silika. Cangkang kelapa 

sawit dilaporkan mengandung silika sebesar 54,35% beserta campuran mineral 

lainnya. Selain itu, abu terbang (fly ash) yang dihasilkan dari pembakaran limbah 

kelapa sawit masih mengandung silika sekitar 19,18%. Tandan buah kosong 

(empty fruit bunch/EFB), yang merupakan limbah padat dari proses ekstraksi 

minyak sawit, juga memiliki kandungan silika tinggi, mencapai 45,6% setelah 

melalui proses ekstraksi. Tidak hanya itu, bagian vegetatif lainnya seperti daun 

kelapa sawit juga memiliki potensi luar biasa, dengan kandungan silika mencapai 

95,3%. Potensi ini membuka peluang besar untuk pemanfaatan limbah daun sawit 

sebagai sumber silika berkemurnian tinggi dalam aplikasi industri dan lingkungan. 

 
 
 

2.6. Matriks Silika dari Daun Kelapa Sawit 
 

 

 

Pohon kelapa sawit per hektar perkebunan menghasilkan 10% minyak kelapa 

sawit dan 90% tersisa sebagai biomassa sekitar 50-70 ton. Biomassa ini terdiri 

dari batang kelapa sawit, pelepah kelapa sawit, tandan kosong kelapa sawit, daun 

kelapa sawit, limbah pabrik kelapa sawit, dan serat kelapa sawit (Onoja et al., 

2017). Beberapa bagian limbah biomassa kelapa sawit dapat dimanfaatkan dalam 

bentuk alami, sementara bagian lain memerlukan proses konversi secara kimia 

atau termokimia untuk menjadi produk akhir dengan nilai komersial. Pada daun 

kelapa sawit, terkandung hemiselulosa, selulosa, lignin, dan silika yang memiliki 

potensi dalam bidang industri (Onoja et al., 2017).  

Silika adalah zat anorganik dengan stabilitas kimiawi dan termal yang tinggi. 

Silika terdiri atas siloksan (Si-O-Si) dan silanol (Si-OH) yang dapat diaktifkan 

secara kimiawi menjadi ion hidroksil (OH-) untuk dapat berinteraksi dengan 

molekul lain (Onoja and Wahab, 2020). Secara umum, silika ditemukan di kerak 

bumi dan muncul secara alami sebagai pasir atau kuarsa. Biomassa diketahui 

sebagai sumber potensial untuk ekstraksi komponen silika sintetis. Sumber daya 
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biomassa sebagai bahan baku silika meliputi daun kelapa sawit, abu sekam padi, 

ampas sorgum, ampas tebu, daun jagung, daun tebu, tongkol jagung, dan jerami 

gandum (Tessema et al., 2023).  

Silika bersifat hidrofilisitas (sifat daya serap air suatu bahan) dan silika toleran 

terhadap lingkungan (pH ekstrem dan pelarut organik) sehingga banyak 

digunakan sebagai adsorben (Kamal et al., 2024). Silika digunakan sebagai 

material untuk menjaga enzim dan menjadi bahan pendukung anorganik dengan 

peringkat tertinggi sebagai pembawa imobilisasi enzim. Silika mesopori memiliki 

area permukaan yang relatif tinggi sehingga mendukung kemampuan 

pemerangkapan enzim (Onoja et al., 2018). Matriks silika berbasis daun kelapa 

sawit perlu diaktivasi dan dimodifikasi guna meningkatkan aktivitasnya. Aktivasi 

dan modifikasi dapat dilakukan dengan kalsinasi, menggunakan larutan HCl, 

H2SO4, dan NaOH serta glutaraldehida (Onoja et al., 2017). 

Ekstraksi silika dari daun kelapa sawit telah dilakukan Yudha et al. (2020) di 

mana daun kelapa sawit bersih dan kering dihaluskan hingga berukuran 325 mesh. 

Pencucian (leaching) dengan asam kuat seperti HCl bertujuan untuk 

menghilangkan logam-logam pengotor. Residu dari tahap leaching kemudian 

dikalsinasi pada suhu 600-900oC selama 2-4 jam, dan didinginkan dalam furnace 

selama 12 jam hingga mencapai suhu ruang. Silika hasil ekstraksi dari daun 

kelapa sawit yang dianalisis menggunakan Scanning Electron Mocroscope (SEM) 

pada perbesaran 3.000 kali memiliki struktur morfologi yang tidak beraturan 

dengan permukaan yang kasar dan berpori serta memberikan indikasi bahwa silika 

memiliki luas permukaan yang cukup besar. Hasil morfologi permukaan silika 

dari daun kelapa sawit dapat dilihat pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Morfologi silika dari daun kelapa sawit perbesaran 3.000× 
 
 
 

Onoja et al. (2017) berhasil mengekstraksi silika dari daun kelapa sawit. Serbuk 

daun kelapa sawit diberi perlakuan dengan asam dan panas. Perlakuan dengan 

asam menggunakan HCl untuk pelindian atau pencucian pada serbuk daun kelapa 

sawit untuk menghasilkan silika lebih maksimal disertai pemanasan pada 

penangas dilengkapi magnetic stirrer. Proses pelindian diakhiri dengan 

penyaringan dan pengeringan silika dari daun kelapa sawit dalam oven selama 24 

jam. Silika dari daun kelapa sawit kemudian diaktivasi melalui kalsinasi pada 

suhu 600oC selama 9 jam. 

Onoja et al. (2018) ; Onoja and Wahab (2019) ; Onoja and Wahab (2020) telah 

mengekstraksi nanosilika dari abu daun kelapa sawit dan dimanfaatkan sebagai 

bahan pendukung untuk imobilisasi enzim Candida rugosa lipase (CRL). Sekitar 

80% CRL berhasil diimobilisasi ke permukaan pendukung nano yang 

menghasilkan pemuatan protein maksimum dan aktivitas spesifik masing-masing 

67,5 ± 0,72 mg/g dan 320,8 ± 0,42 U/g. CRL yang telah diimobilisasi pada 

matriks silika termodifikasi glutaraldehida dan magnetite nanoparticles (MNPs) 

mampu mempertahankan 50% dari aktivitas awalnya setelah 17 siklus esterifikasi 

berturut-turut. 
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2.7. Spektrofotometer UV-Vis 
 

 

 

Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen kimia yang digunakan untuk 

mengukur serapan dari sampel menggunakan sinar ultraviolet (UV) dengan 

panjang gelombang 200-400 nm dan sinar tampak (visible) pada panjang 

gelombang 400-750 nm. Prinsip kerja spektrofotometer UV-Vis yaitu penyerapan 

sinar yang diteruskan pada panjang gelombang tertentu. Intensitas sinar yang 

diserap berbanding lurus dengan konsentrasi zat, di mana semakin besar 

konsentrasi zat dalam sampel, maka semakin banyak cahaya yang diserap, 

sehingga memungkinkan analisis kuantitatif berdasarkan nilai absorbansi yang 

terukur (Wahyuni dkk., 2022). 

Terdapat dua metode analisis kuantitatif pada spektrofotometer UV-Vis yaitu 

dengan metode adisi standar dan metode kurva kalibrasi. Untuk mengetahui kadar 

suatu sampel, metode kurva kalibrasi banyak digunakan. Analisis dilakukan 

dengan memasukkan nilai absorbansi sampel ke persamaan regresi linear dari 

pembacaan absorbansi larutan standar. Untuk memperoleh hasil yang akurat, 

pengukuran biasanya dilakukan pada panjang gelombang maksimum (λ maks) 

dari zat yang dianalisis, karena pada titik ini absorbansi tertinggi dan perubahan 

kecil pada konsentrasi dapat terdeteksi secara sensitif (Sulistyani dkk., 2023). 



 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 
 

 

 

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari sampai dengan Mei 2025 di 

Laboratorium Biokimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Lampung, Bandar Lampung. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 
 

 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi magnetic stirrer CB 161 

Stuart (Jerman), hot plate Stuart (Jerman), pH meter Mobile 827 Metrohm 

(Swiss), centrifuge Hermle Z327K (Jerman), neraca analitik DJ-V220A Lucky 

(Cina), oven T60 Heraeus (Jerman), inkubator Precisterm P selecta (Spanyol), 

shaker Labtech LSI 1 EDAM 97 (Jerman), autoclave GEA LS-35 L EDWM 63 

(Cina), waterbath Memmert W 350 (Jerman), Laminar Air Flow (LAF) Airtech 

HVS-1300 (Cina), ultra low temperature freezer lab freez (Cina), spektrofotometer 

UV-Vis Shimadzu UV-1780 (Cina), spin bar, termometer, corong gelas, batang 

pengaduk, tabung reaksi, gelas beaker, gelas ukur, Erlenmeyer, tabung sentrifuga, 

pipet tetes, spatula, jarum ose, rak tabung reaksi, mikropipet Eppendorf, mikrotip, 

dan bunsen. 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bakteri lokal L. 

boronitolerans LKM G1 yang berasal dari pengomposan limbah domestik, 

matriks silika dari daun kelapa sawit hasil ekstraksi oleh tim penelitian
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Universitas Bengkulu, Nutrient Agar (NA) Merck, Nutrient Broth (NB) Merck, 

amonium sulfat Merck, akuades, tween 80, minyak kelapa sawit, minyak zaitun 

Bertolli, NaH2PO4, Na2HPO4, aseton, etanol, n-heksana, Na2CO3, NaOH, 

CuSO4.5H2O, Na-K tartrat, reagen Folin ciocelteau, Bovine Serum Albumin 

(BSA), p-nitrofenil palmitat (p-NPP), p-nitrofenol (p-NP), isopropanol, gum 

arabic, Triton X-100, buffer Tris-HCl, kapas, kain kasa, aluminium foil, dan 

plastik wrap. 

 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 
 

 

 

Prosedur yang dilakukan dalam penelitian ini di antaranya tahap persiapan, 

pembuatan media, peremajaan bakteri isolat lokal L. boronitolerans LKM G1, 

produksi enzim lipase, pemurnian enzim lipase, dan imobilisasi enzim lipase 

menggunakan matriks silika dari daun kelapa sawit. 

 

 

 

3.3.1. Tahap Persiapan 
 

 

 

Alat-alat gelas yang akan digunakan dicuci bersih, dikeringkan, dan disterilisasi 

dengan menggunakan autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 1 atm selama 

15 menit. 

 

 

 

3.3.2. Pembuatan Media 
 

 

 

a. Pembuatan Media Agar Miring 

Media padat yang digunakan untuk meremajakan isolat bakteri adalah Nutrient 

Agar (NA). Media dibuat dengan menimbang 2 gram NA dan dilarutkan dalam 

100 mL akuades pada Erlenmeyer lalu dipanaskan hingga larut. Media yang telah 
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larut dituang ke dalam tabung reaksi steril sebanyak 4,5 mL, lalu ditutup dengan 

sumbat dan disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121oC dengan tekanan 

1 atm selama 15 menit. Setelah disterilisasi, media disimpan dalam posisi miring 

hingga agar mengeras (Rait dkk., 2022). 

 

 

 

b. Pembuatan Media Cair 

Media cair yang digunakan sebagai media starter dan media fermentasi adalah 

Nutrient Broth (NB). Media dibuat dengan menimbang 8 gram NB, dilarutkan 

dalam 1000 mL akuades, ditambahkan 2% minyak kelapa sawit, 20 tetes tween 

80, dan 2% mL minyak zaitun. Media disterilisasi menggunakan autoclave pada 

suhu 121oC dengan tekanan 1 atm selama 15 menit, kemudian ke dalam media 

ditambahkan 3% mL n-heksana (Nurhasanah et al., 2023). 

 

 

 

3.3.3. Peremajaan Bakteri Isolat L. boronitolerans LKM G1 
 

 

 

Sebanyak satu ose isolat bakteri L. boronitolerans LKM G1 diinokulasikan secara 

zig-zag pada permukaan media NA miring kemudian diinkubasi selama 48 jam 

pada suhu 37oC (Rait dkk., 2022). 

 

 

 

3.3.4. Produksi Enzim Lipase 
 

 

 

Bakteri L. boronitolerans LKM G1 yang telah diremajakan diambil sebanyak tiga 

ose dan diinokulasi ke dalam 20 mL media starter NB lalu diinkubasi pada shaker 

dengan kecepatan 150 rpm selama 24 jam. Sebanyak 2% media starter 

dipindahkan ke media fermentasi kemudian diinkubasi pada shaker dengan  

kecepatan 150 rpm selama 48 jam. Media fermentasi yang berisi isolat bakteri L. 

boronitolerans LKM G1 disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 
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menit. Ekstrak kasar enzim lipase yang diperoleh kemudian ditentukan aktivitas 

dan kadar protein enzim (Nurhasanah et al., 2023). 

 

 

 

3.3.5. Pemurnian Enzim Lipase 
 

 

 

Ekstrak kasar enzim lipase yang telah diproduksi kemudian dimurnikan secara 

parsial dengan cara fraksinasi amonium sulfat dan dialisis. Pemurnian enzim 

lipase dilakukan dengan tahapan berikut: 

 

 

a. Fraksinasi Amonium Sulfat 

Proses pemurnian ekstrak kasar enzim lipase diawali dengan fraksinasi 

menggunakan amonium sulfat dengan tingkat kejenuhan 20-80%. Fraksinasi 

dilakukan dengan menambahkan amonium sulfat sedikit demi sedikit ke dalam 

larutan enzim ekstrak kasar sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. 

Pengadukan diusahakan sedemikian rupa sehingga tidak menimbulkan busa. 

Setiap endapan protein enzim yang didapat lalu dipisahkan dari filtratnya dengan 

sentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit, kemudian endapan dibilas 

dengan buffer fosfat 0,25 M pH 7 (Nurhasanah et al., 2023). 

 

 

b. Dialisis 

Enzim yang telah dimurnikan dengan fraksi amonium sulfat dimasukkan ke dalam 

kantong selofan dan direndam dalam buffer fosfat 0,01 M pH 7. Proses dialisis 

dilakukan menggunakan stirrer selama 24 jam pada suhu rendah 4oC untuk 

mencegah denaturasi enzim. Selama proses ini, pergantian buffer fosfat dilakukan 

setiap 4-6 jam untuk mengurangi konsentrasi ion-ion di dalam kantong dialisis, 

sehingga memungkinkan enzim untuk berinteraksi dengan lingkungan yang lebih 

stabil. Proses ini dilakukan secara kontinu sampai ion-ion di dalam kantong 

dialisis dapat diabaikan. Enzim yang telah dimurnikan ditentukan aktivitas dan 

kadar proteinnya (Nurhasanah et al., 2023). 
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3.3.6. Penentuan Aktivitas Lipase 
 

 

 

a. Kurva Standar p-nitrofenol (p-NP) 

Kurva p-nitrofenol (p-NP) 0,01 M dibuat dengan ditimbang 14 mg p-NP dan 

dilarutkan dalam 10 mL akuades. Larutan p-NP merupakan larutan stok untuk 

pembuatan larutan dengan konsentrasi yang lebih kecil. Pada penelitian ini, 

digunakan deret konsentrasi standar 0 µM, 100 µM, 300 µM, 500µ M, 700 µM, 

900 µM, 1100 µM, dan 1300 µM. 

 

 

b. Uji Aktivitas Lipase 

Penentuan aktivitas hidrolisis enzim lipase ditentukan menggunakan substrat p-

nitrofenil palmitat (p-NPP) berdasarkan metode spektrofotometri. Larutan A 

dibuat dengan cara 15 mg p-NPP dilarutkan dalam 5 mL isopropanol, kemudian 

dibuat larutan B dengan cara 0,05 gram gum arabic dan 0,2 mL Triton X-100 

dilarutkan ke dalam buffer Tris-HCl 50 mM pH 8,0. Larutan A dan larutan B 

dicampurkan lalu dihomogenkan hingga volume akhir 50 mL (Nurhasanah et al., 

2023). 

Aktivitas enzim lipase ditentukan dengan cara sebanyak 1,8 mL substrat p-NPP 

dicampurkan dengan 0,2 mL enzim lipase, kemudian diinkubasi selama 15 menit, 

lalu ditambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1). Larutan kontrol negatif dibuat 

dengan ditambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1) ke dalam enzim untuk 

mengaktivasi enzim sebelum diinkubasi. Pengukuran absorbansi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 410 nm. Aktivitas lipase 

dihitung berdasarkan Persamaan 1 dan Persamaan 2 sebagai berikut (Gupta et al, 

2002):  

 

Konsentrasi p-NP =
Abs−b

a
       (Persamaan 1) 

 

Aktivitas lipase (U/mL) =
µmol 𝑝−NP

t (waktu)
× FP    (Persamaan 2) 
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Keterangan: 

µmol p-NP   : Konsentrasi p-NP 

t    : Waktu reaksi 

FP                                                ∶
Volume total

Volume enzim
 

Status aktivitas enzim          ∶
µmol/menit

mL
 

a    : Slope 

b    : Intersep 

 

 

 

3.3.7. Penentuan Kadar Protein Enzim Lipase 
 

 

 

Penentuan kadar protein dilakukan berdasarkan metode Lowry (Lowry et al., 

1951 ; Muyassaroh dkk., 2020) menggunakan beberapa pereaksi sebagai berikut: 

Pereaksi A  : 2 gram Na2CO3 dilarutkan dalam 100 mL NaOH 0,1 N 

Pereaksi B  : 5 mL CuSO4.5H2O 1% ditambahkan ke dalam 3 mL 

     larutan Na/K tartrat 1% 

Pereaksi C  : 2 mL pereaksi B ditambahkan dengan 100 mL pereaksi A 

Pereaksi D  : Reagen folin cioceleau diencerkan dalam akuades 1:1 

Larutan standar : Larutan Bovine Serum Albumin (BSA) 

 

 

Pengukuran kadar protein enzim lipase ditentukan menggunakan metode Lowry. 

Sebanyak 0,1 mL enzim lipase ditambahkan dengan 0,9 mL akuades dan 

direaksikan dengan 5 mL pereaksi C. Campuran dihomogenkan dan dibiarkan 

selama 10 menit pada suhu ruang. Setelah itu ditambahkan 0,5 mL pereaksi D, 

campuran kembali dihomogenkan, dan didiamkan selama 30 menit pada suhu 

ruang. Absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 750 nm. Sebagai kontrol 0,1 mL enzim digantikan dengan 0,1 

mL akuades dan diperlakukan yang sama seperti sampel. Penentuan kadar protein 

enzim dilakukan dengan mengacu pada kurva standar BSA dengan deret 
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konsentrasi bertingkat BSA 0 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 

120 ppm, dan 140 ppm.  

 

 

 

3.3.8. Imobilisasi Enzim Lipase dengan Matriks Silika 

 

 

 

a. Penentuan pH Pengikatan Enzim Lipase pada Matriks Silika 

Sebanyak 0,25 gram matriks silika dari daun kelapa sawit dimasukkan ke dalam 

tabung sentrifugasi, kemudian distabilkan menggunakan buffer fosfat atau buffer 

Tris-HCl 0,1 M dengan variasi pH 6, 6,5, 7, 7,5, 8, dan 8,5 (buffer Tris-HCl 

digunakan untuk pH 8 dan 8,5). Kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan 

kecepatan 5000 rpm, lalu matriks dipisahkan dari supernatan dan ditambahkan 

dengan 0,5 mL enzim lipase dan 0,5 mL buffer sesuai variasi pH masing-masing. 

Sampel diaduk selama 30 menit untuk memaksimalkan pengikatan, kemudian 

disentrifugasi kembali selama 15 menit pada kecepatan 5000 rpm. Supernatan 

enzim dipisahkan dari matriks untuk dijadikan sebagai kontrol dan matriks-enzim 

ditentukan aktivitasnya. pH buffer yang menunjukkan aktivitas tertinggi pada 

matriks dalam proses pengikatan enzim ditetapkan sebagai pH buffer pengikatan 

enzim-matriks (Yandri et al., 2023). 

 

 

b. Imobilisasi Enzim Lipase 

Imobilisasi enzim lipase dilakukan secara adsorpsi menggunakan matriks silika 

dari daun kelapa sawit. Sebanyak 0,25 gram matriks silika daun kelapa sawit 

distabilkan dengan buffer 0,1 M pH pengikatan optimum lalu disentrifugasi 

selama 15 menit. Kemudian, ditambahkan 0,5 mL enzim hasil dialisis dan 0,5 mL 

buffer pengikatan. Sampel diaduk selama 30 menit, lalu disentrifugasi selama 15 

menit (Yandri et al., 2023). Supernatan dipisahkan untuk dijadikan kontrol, lalu ke 

dalam matriks-enzim ditambahkan 1,8 mL substrat p-NPP dan diinkubasi selama 

15 menit. Sampel ditambahkan dengan 0,2 mL aseton:etanol lalu diukur aktivitas 

enzim. 
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3.3.9. Penentuan Suhu Optimum Enzim Lipase Hasil Imobilisasi 
 

 

 

Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim lipase hasil imobilisasi dilakukan pada 

pH optimum imobilisasi dengan menggunakan variasi suhu, yaitu 30, 35, 40, 45, 

50, dan 55oC selama 15 menit pada masing-masing variasi suhu, kemudian diuji 

aktivitas enzim lipase menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 410 nm. Uji aktivitas dilakukan dengan cara 1,8 mL substrat p-NPP 

ditambahkan ke dalam enzim-matriks, kemudian diinkubasi selama 15 menit, dan 

ditambahkan 0,2 mL aseton:etanol (1:1) (Nurlinda, 2024). 

 

 

 

3.3.10. Uji Stabilitas Lipase Hasil Imobilisasi terhadap Penggunaan Berulang 
 

 

 

Stabilitas enzim diuji dengan mengukur aktivitas enzim lipase secara berulang. 

Enzim imobil yang telah dipakai (direaksikan dengan substrat) dicuci dengan 

buffer 0,1 M pH pengikatan optimum lalu disentrifugasi selama 15 menit dengan 

kecepatan 5000 rpm. Kemudian enzim imobil direaksikan dengan 1,8 mL substrat 

p-NPP baru melalui prosedur imobilisasi yang sama. Aktivitas enzim lipase imobil 

diukur setiap kali dilakukan reaksi. Prosedur ini dilakukan setiap rentang waktu 

24 jam hingga enzim imobil kehilangan 50% dari aktivitas awal. Saat enzim 

imobil digunakan berulang, aktivitasnya dapat berkurang dan tetap memiliki 

sejumlah aktivitas yang dapat diukur (aktivitas sisa). Menurut Angsari dan 

Agustini (2020), penentuan aktivitas sisa setelah penggunaan berulang enzim 

dapat ditentukan menggunakan Persamaan 3 sebagai berikut: 

 

 

Aktivitas sisa (%) =
Aktivitas setelah penggunaan berulang (U)

Aktivitas sebelum penggunaan berulang (U)
 ×100% (Persamaan 3) 
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3.4. Skema Alur Penelitian 
 

 

 

Tahap-tahap yang akan dilakukan dalam penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 

7. 

 

 

 

    -diremajakan pada media agar miring 

    -diproduksi enzim lipase 

  

    -dimurnikan dengan fraksinasi   -diuji aktivitas dan 

 dan dialisis        kadar protein 

 

-diimobilisasi dengan matriks silika daun kelapa 

 sawit 

-ditentukan pH pengikatan enzim-matriks 

 

-ditentukan suhu optimum 

-diuji pemakaian berulang 

    -dihitung aktivitas sisa 

 

 

Gambar 7. Skema alur penelitian

Isolat bakteri L. boronitolerans LKM G1 

Ekstrak Kasar Enzim Lipase 

Enzim Hasil Pemurnian 

Enzim Lipase Hasil Imobilisasi 

Hasil 



 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 

1. Aktivitas spesifik enzim lipase hasil pemurnian dari L. boronitolerans LKM 

G1 sebesar 3484,35 U/mg dan kemurniannya meningkat 2,36 kali 

dibandingkan ekstrak kasar enzim dengan perolehan 16,15%. 

2. Enzim lipase hasil imobilisasi memiliki aktivitas hidrolisis optimum pada pH 

pengikatan enzim-matriks pH 8, suhu 45oC, dan waktu inkubasi 15 menit. 

3. Aktivitas unit enzim lipase hasil imobilisasi pada kondisi optimum sebesar 

387,666 U/mL. 

4. Enzim lipase hasil imobilisasi menunjukkan kemampuan penggunaan 

berulang hingga 3 kali siklus reaksi hidrolisis, dengan aktivitas unit dan 

aktivitas sisa masing-masing pada penggunaan pertama sebesar 473,166 

U/mL (100%), penggunaan kedua sebesar 383 U/mL (80,9%), dan 

penggunaan ketiga sebesar 288,333 U/mL (60,9%). 

 

 

 

5.2. Saran 
 
 

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, penelitian selanjutnya 

disarankan untuk melakukan modifikasi pada matriks imobilisasi menggunakan 

crosslinking agent untuk meningkatkan kestabilan enzim selama pemakaian 

berulang.
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